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論文内容要旨
 新規医薬品開発や適正な薬物治療の推進には,薬物の体内動態を正確に把握することがきわめて重要
 となる.経口投与された薬物の多くは,消化管壁より吸収されて肝臓へと達した後,血流に乗って体内
 に分布し,標的臓器で薬理作用を発揮する。そして,生体にとって異物である薬物は,体内の解毒シス
 テム等により,最終的に未変化体あるいは代謝物として体外に排出される。こうした一連の体内動態に
 関わる重要なイベントのうち,吸収,分布,排泄過程は,薬物の生体膜透過性に大きく影響される.生
 体膜は,脂肪鎖と高極性基を併せ持つ各種脂質から構成される脂質二重膜であり,脂溶性の高い化合物
 ほど単純拡散により透過しやすい。一方,親水性化合物の膜透過には,通常,担体介在輸送が不可欠と
 なる.このように,トランスポーターは薬物の体内動態に深く関わるうえ,標的部位への薬物の送達に
 より薬理作用の発現にも寄与することから,それらの機能を把握することは,医薬品開発や薬物の適正
 使用においてきわめて重要となる。
 トランスポーターの機能は,通常,対象化合物の標識体をプローブとして用い,それらのトランスポー
 ター発現細胞への取り込み量の測定結果をもとに評価される。標識には放射性同位元素(麗)や発蛍光
 団が用いられるが,麗化合物は一般に入手が容易ではないうえ,取り扱いにも制約がある.一方,化合
 物の自蛍光を利用する場合は,R プローブに比べて取り扱いが簡便なものの,蛍光特性が化合物の構造
 に左右されるため,一般性に欠ける.これに対し,基質に発蛍光団を導入した擬似基質を用いることに
 より,基質の構造に寄らずに解析可能となる.しかしながら,一般に蛍光誘導体化に用いられる発蛍光
 団は脂溶性が高く,擬似基質の溶解性等に制約があるうえ,発蛍光団の導入がトランスポーターの分子
 認識に影響する可能性もある。こうした課題を解決するには,トランスポーターによる分子認識に影響
 を与えずに,化合物の物性をそれほど変化させない発蛍光団の導入法の構築が不可欠となる。以上の観
 点から,まずOATPIB1およびOATPB3を対象とし,胆汁酸をモデル分子として取り上げ,トランスポー
 ターの基質となる新たな蛍光プローブのデザインに着手した.
 胆汁酸は,ステロイド核上に水酸基を,また17位側鎖末端にカルボキシル基を有する5鐸系のステロ
 イドであり,A環とB環が折れ曲がった特徴的な立体構造を有する。OArpB1および0組PIB3は,い
 ずれもコール酸を認識して輸送するが,側鎖末端構造の異なるアミノ酸抱合体も同程度の親和力で基質
 として認識し,輸送することが明らかにされている。一方,ステロイド核上の水酸基の数や位置,配置
 の異なる他の遊離型胆汁酸も基質となるものの,構造によって親和力が大きく異なる。これらの事実は,
 OAPl鋭およびOATPB3が,胆汁酸のステロイド骨格部分を主に認識しており,側鎖部分の分子認識
 はそれほど重要ではないことを示している。したがって,胆汁酸の側鎖末端部分に発蛍光団を導入して
 も,これら2種の膜トランスポーターによる基質認識にそれほど大きく影響しないものと予想される.
 胆汁酸の側鎖末端カルボキシル基には種々の発蛍光団の導入が可能となるが,なかでも7-nitrobenz-2-
 oxa-i,3-diazole(NBD)は,分子サイズが小さく水溶性が高いうえ,緩和な条件下で速やかにアミンと反
 応し,水系溶媒中でも安定に発蛍光する安定な蛍光誘導体を生じる。こうした観点から,胆汁酸の側鎖
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 末端カルボキシル基を介してリジンを導入し,そのε一アミノ基に発蛍光団としてNBDを縮合した蛍光
 プローブを調製することとした.まず,NBD標識ケノデオキシコール酸(CDCA-NBD)を調製し,蛍光
 スペクトルを測定したところ,その蛍光特性はNBD自身のそれから変化しなかった。このことから,
 本蛍光プローブを用いることにより,基質の構造に寄らずにNBDの蛍光特性に適した条件で測定でき
 ることが明らかとなった.そこで次に,本化合物の,トランスポーター機能の解析用蛍光プローブとし
 ての性能を評価することとした。
 まず,翼壁G2細胞に0醍門B1あるいはOATPIB3を一過性に発現させ,これを用いてCDCA-NBD
 の取り込みを調べたところ,経時的に増大することが判った。また,濃度依存的に取り込まれることが
 判明し,このことから,17位側鎖へのNBDの導入は,タンパク質の基質認識能にそれほど影響せず,
 むしろ親和力を増強させることが示唆された.次に,CDCA-NBDの細胞内への取り込みを直接評価す
 るため,共焦点レーザー顕微鏡を用いてOAT翻BlおよびOATPIB3発現}{epG2細胞の蛍光画像を観察
 したところ,どちらにおいても細胞内に蛍光プローブが取り込まれる様子が明確に認められた。以上の
 結果から,今回デザインしたCDCA-NBDが,OAT贈駁およびOArPlB3の機能評価のための蛍光プ・一
 ブとして十分な性能を有することが明らかとなった。
 次に,胆汁酸のステロイド核上の水酸基の数や位置,配置の差異と,これらの膜トランスポーターの
 基質特異性との関連を精査するため,CDCA-NBDに加え,コール酸,デオキシコール酸,リトコール
 酸およびウルソデオキシコール酸の各NBD標識体を合成し,それらの取り込みを比較検討した.その
 結果,いずれのNBD標識胆汁酸も両トランスポーターにより細胞内に取り込まれることが判明し,特
 にCDCA-NBDは,どちらの膜トランスポーターにおいても最も効率よく輸送されることが明らかとなっ
 た.胆汁酸の分子構造によって両トランスポーター発現細胞における取り込み量が異なることから,ど
 ちらのOA贈分子も,胆汁酸の立体構造,特にステロイド核上の水酸基の数や位置,配置を識別してい
 ることが示唆された.
 引き続き,()Ar翻劃あるいはOATPIB3の基質となることが知られているいくつかの化合物を用い
 て,CDCA-NBDの取り込みに対するそれらの影響につき,検討を加えた.まず,CDCA共存下におけ
 るCDCA-NBD取り込みに対する影響を調べたところ,OAT劉BiおよびOA猫1B3による取り込みを阻
 害することが判明し,しかもNBD標識体の方が,トランスポーターとの親和力が強いことが明らかと
 なった.また,CDCA-NBDの輸送が,既知の基質の共存により阻害されたことから,本蛍光プローブ
 を用いることにより,基質候補化合物のスクリーニング系の構築が可能であるものと考えられた。
 通常,肝特異的に発現することが知られているOA狸1B1およびOArp1B3のうち,OAr斜B3の
 mRNAおよびタンパク質が,消化器系固形がんにおいて発現することが報告されている.OATEIB3は,
 OAT餌翻に対してアミノ酸レベルで79.7%の高い相同性を有しており,その基質特異性も類似してい
 る.しかしながら,化合物の構造によっては,一方のトランスポーターにのみ輸送活性が認められるこ
 ともあり,化合物のデザインによって両トランスポーター分子を識別することも可能になるものと考え
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 られる.こうした観点から,まずOATPIB3の安定発現細胞株を樹立し,NBD標識胆汁酸を蛍光プロー
 ブとして用いる抗がん剤の基質スクリーニングシステムの開発を試みた.
 細胞外のプローブおよび抗がん剤を除去することなく蛍光画像を取得し,細胞内の蛍光強度を測定
 するハイスループットなスクリーニング系を確立するため,1NCeilApalyzer1000を用いて,18種の抗
 がん剤共存下におけるCDCA-NBDの取り込みを評価した。その結果,mi重oxan亡rone,ac亡ino}nycinD,
 SN-38,p&cli土axelおよびdocetaxe1が,OATRIB3の基質であることが知られているme出。鵬xaをeより強
 い取り込み抑制を示した.そこで次に,これら5種の基質候補化合物による細胞毒性を調べた結果,
 mitoxantrone,ac重inomycinDおよびSN-38を用いると50%成長阻害濃度が,コントロール細胞と比較し
 て有意に低下することが判った.さらに,細胞内への取り込みの様相を解析するため,各種抗がん剤の
 取り込み量を自蛍光を利用する蛍光光度法あるいは麗PLCを用いて測定した結果,SN-38が明確に細胞
 内に取り込まれることが判り,OA距1B3の基質となることが明らかとなった.以上の結果から,今回
 構築した基質スクリーニング系が,多数の化合物から基質候補化合物を絞り込むための有用な一次スク
 リーニング系となることが示唆された。
 以上,今回デザインした蛍光プローブは,汎用性が高く,トランスポーターの機能評価における有
 用なプローブとなることが判明した.今後,本法はNBD標識胆汁酸を用いたトランスポーターの機能
 解析に応用可能なばかりか,胆汁酸以外の他の基質の機能解析のための蛍光プローブを新たに調製する
 ことにより,種々のトランスポーターの関与する薬物相互作用の予測やトランスポーターを活用するド
 ラッグデリバリーシステムの開発に役立つものと期待される.
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 審査結果の要旨
 トランスポーターは,薬物の体内動態を制御する主要な因子の一つであり,標的部位への薬物送達の
 観点から薬理作用の発現にも大きく影響する。したがって,その機能を把握することは,創薬研究のみ
 ならず,薬物の適正使用の観点からもきわめて重要となる。従来のトランスポーターの機能解析では,
 放射性同位元素標識体がよく用いられてきたが,取り扱いに制約があるうえ,入手も容易ではない.本
 論文は,トランスポーターの基質に発蛍光団を導入した擬似基質をデザインし,これを蛍光プローブと
 して用いることにより,トランスポーターの新たな機能評価法の構築を試みたものである.
 本研究では,有機アニオントランスポーターであるOAT訓B1およびOATPIB3を対象とし,両者の
 基質である胆汁酸をモデル分子として取り上げた。胆汁酸はステロイド核上に水酸基を,また17位側
 鎖末端にカルボキシル基を有する5β系のステロイドであり,A環とB環が折れ曲がった特徴的な立体
 構造を有する。今回用いたトランスポーター分子は,どちらもコール酸を認識して輸送するが,側鎖末
 端構造の異なるアミノ酸抱合体も認識し輸送することが知られている.このことから,両トランスポー
 ター分子による基質認識に対し,側鎖部分の構造は大きく影響しないことが考えられた.そこでまず,
 側鎖末端にリジンを結合させ,そのε一アミノ基を介して水溶性の発蛍光団7-ni曾obenz-2-oxa-1,3-diazole
 (NBD)を導入した。0阻PiBIおよびOA伊IB3を一過性に発現させたHepG2細胞に対する,NBD標
 識ケノデオキシコール酸(CDCA-NBD)の取り込みを調べたところ,蛍光プローブの濃度依存的,かっ
 経時的な取り込みが認められ,NBDの導入はトランスポーター分子による基質認識を阻害せず,むしろ
 親和力を増強させることが判明した.さらに共焦点レーザー顕微鏡を用いることにより,細胞に取り込
 まれる蛍光プローブの挙動を直接観察できることが明らかとなった。
 次に,正常時には肝臓に特異的に発現しているOAT科B3が,消化器系固形がんに特異的に発現する
 ことを利用し,本蛍光プローブを用いる抗がん剤の基質スクリーニングシステムの構築を試みた。蛍光
 物質の挙動をリアルタイムでモニター可能なcellimagingsys亡emを用いて18種の抗がん剤共存下におけ
 るCDCA-N8Dの取り込みを調べたところ,そのうちの数種の化合物によって取り込みが阻害され,さ
 らに詳細に検討した結果,イリノテカンの活性代謝物であるSN-38がOAT劉B3の基質となることが明
 ら力玉となった。
 このように,本研究は,様々な基質の機能解析に応用可能なばかりか,薬物相互作用や薬物送達シス
 テムの開発に不可欠となるトランスポーター機能解析に,新たな手法を提供した.よって,本論文は博
 士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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